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(54) Bezeichnung: WACHSTUMSFAKTOR-ENTHALTENDE ZUSAMMENSETZUNG ZUR HEILUNG VON GEWEBESCHADEN 



(57) Abstract 

The invention relates to a composition comprising at least one thrombocytic growth factor, fibrin and/or one precursor thereof, 
preferably fibrinogen, and at least one additional polymer and/or one precursor thereof. In a preferred embodiment, the thrombocytic 
growth factor is reversibly bound to fibrin and/or fibrinogen and to the additional polymer and/or the precursor thereof. The invention also 
relates to the composition in which the fibrin and/or fibrinogen and the polymer and/or the precursor thereof construct a matrix. In addition, 
the invention relates to the use of the composition for treating damages in tissues which are characterized by having a low blood flow and/or 
a diminished ability to regenerate, as well as for treating damages in skin and/or soft tissues. Elastic or hyaline fibrous cartilage and fascial 
tissue belong, in particular, to these tissues. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Zusammensetzung umfassend mindestens einen thrombozytaren Wachstumsfaktor, Fibrin 
und/oder eine Vorstufe davon, vorzugsweise Fibrinogen, und mindestens ein weiteres Polymer unoVoder eine Vorstufe davon. In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform ist der thrombozytare Wachstumsfaktor reversibel an Fibrin und/oder Fibrinogen und das weitere Polymer 
und/oder die Vorstufe davon gebunden. Die Erfindung betrifft ferner die Zusammensetzung, in der das Fibrin und/oder Fibrinogen und 
das Polymer und/oder die Vorstufe davon eine Matrix ausbilden. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der Zusammensetzung zur 
Behandlung von Schaden in Geweben, die durch geringe Durchblutung und/oder verminderte Regenerationsfahigkeit charakterisiert sind, 
sowie von Schaden in Haut und/oder Weichgeweben. Insbesondere gehoren zu diesen Geweben elastischer bzw. hyaliner Faser-Knorpel 
und Fasziengewebe. 
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Wachstumsfaktor-enthaltendeZusammensetzung 
zur Heilung von Gewebeschaden 

Die vorliegende Erfindung stelit eine Zusammensetzung zur Verfugung, die mindestens 
einen thrombozytaren Wachstumsfaktor (Zytokin), Fibrin und/oder eine Vorstufe davon, 
vorzugsweise Fibrinogen, und mindestens ein weiteres Polymer und/oder eine Vorstufe 
davon umfaflt. ErfindungsgemaG bindet der thrombozytare Wachstumsfaktor reversibel 
an Fibrin und/oder Fibrinogen und das weitere Polymer Oder die Vorstufe davon. 
Weiterhin umfaftt die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung, 
wobei diese vor allem zur Behandlung von Schaden in Geweben, die durch geringe 
Durchblutung und/oder verminderte Regenerationsfahigkeit charakterisiert sind, sowie in 
Haut- und/oder Weichgewebe, verwendet wird. 

Besonders soiche Gewebetypen, die eine Stutz- Oder Fullfunktion haben, zeichnen sich 
haufig durch einen reduzierten Metabolismus und ebenfalls durch eine niedrige Oder 
keine Durchblutung aus. Somit weisen diese bradytrophen Gewebe allgemein eine ver- 
ringerte Geweberegenerationsfahigkeit auf. Zu diesen Geweben gehoren unter an- 
derem hyaliner , elastischer und Faser-Knorpel sowie Faszien. Wird ein solches 
Gewebe verletzt, ist die Heilung, falls uberhaupt moglich, sehr Iangwierig, da aufgrund 
der geringen Durchblutungsrate die notwendigen signalvermittelnden Moiekule und 
Zellen sowie Metabolite zum Gewebeaufbau nur in geringen Konzentrationen heran- 
transportiert und Abbauprodukte ebenfalls nur langsam abgeleitet werden. Daruber 
hinaus ist solches Gewebe durch eine verminderte Fahigkeit der Zellen zur Regenera- 
tion sowie eine geringere Zelldichte charakterisiert. 

Die Haufigkeit der Verletzungen solcher Gewebe, die entweder akut auftreten Oder auf 
Verschleifi zuruckzufuhren sind, ist sehr groft. So mussen z.B. in der Bundesrepublik 
Deutschland jahrlich ca. 500 000 Patienten alleine an akuten Oder degenerativen Scha- 
den am Meniskus - ein aus Faserknorpel bestehender Teil des Kniegelenkes - behan- 
delt werden. 
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Der Prozeft der Wundheilung der Haut ist ausfuhrlich untersucht worden, wohingegen 
□ber die Heilung anderer Gewebe wie z.B. bradytropher Gewebe nur sehr wenig 
bekannt ist. 

Heilung der Haut 

In Untersuchungen zur Wundheilung der Haut - einem Gewebeverband mit einem ak- 
tiven Metabolismus - wurde festgestellt, daft der Heilungsprozeft aus einer Folge 
mehrerer Schritte besteht, wahrend derer verschiedene zellulare Infiltrate in das Wund- 
gewebe eindringen. Sofort nach der Verwundung beginnt der Prozeft der Blutgerinnung, 
welcher sowohl auf humoralen als auch zellularen Reaktionen beruht. Die wichtigste 
zellulare Antwort betrifft die Interaktion von Blutplattchen mit Fibrinogen, Thrombin und 
Kollagen. Nach Abschluft des Gerinnungsprozesses wandern verschiedene Subpopula- 
tionen von Leukozyten in den Wundbereich ein. Fibroblasten, Endothelialzellen und 
Epithelzellen folgen den Leukozyten. Es bilden sich Kapiliargefafte in dem verwundeten 
Gewebe und es entsteht ein Granulationsgewebe. Die Fibroblasten sind verantwortlich 
fur die Bildung der Gewebematrix, d.h. von Kollagen und Proteoglykanen und zu einem 
spateren Zeitpunkt von elastischen Fasern. Die biochemischen Zusammenhange des 
Wundheilungsprozesses konnten bisher nicht vollstandig geklart werden. Es istjedoch 
bekannt, daft eine Reihe von Wachstumsfaktoren (Zytokinen) aufgrund ihrer chemotak- 
tischen und wachstumsstimulierenden Effekte fur die Wundheilung unerlaftlich sind. 
Diese Faktoren regulieren ebenfalls die Synthese der Proteine, die die extrazellulare 
Matrix aufbauen (Kollagene, Elastin, Proteoglykane). Die ersten Wachstumsfaktoren, 
die den Wundheilungsprozeft initiieren und kontrollieren, werden in vivo aus Blutplat- 
tchen (Thrombozyten) freigesetzt. Die Blutplattchen gelangen aus den verletzten Blutge- 
faften in das Wundgebiet. In den folgenden Phasen der Heilung ubemehmen die 
Wachstumsfaktoren aus Makrophagen, Fibroblasten und Epithelzellen die Regulation 
des gesamten Prozesses (Bennett et al., Am. J. Surg., 1993, 165,728-737; Bratigan, 
Wounds, 1996, 8 (3),78-90; Choucair et al., Adv. Clin. Res., 1997, 15 (1), 4558). 

Zu der Gruppe der thrombozytaren Wachstumsfaktoren zahlen in nicht abschlieftender 
Weise z. B. die folgenden Faktoren: 
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. PDGF-AA; BB and AB -Form (von Plattchen stammender Wachstumsfaktor Formen 

AA, BB, AB,) 

• TGF-a (transformierender Wachstumsfaktor a) 

• TGF-B (transformierender Wachstumsfaktor R>) 
. pf-4 (Plattchenfaktor-4) 

• 0,-TC (G-Thromboglobin) 

. PD-ECGF (von Plattchen stammender, endothelial Zellwachstumsfaktor), 

• aFGF (saurer Fibroblasten Wachstumsfaktor) 

. bFGF (basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor) 

• IGF (Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor) 

• EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) 

• KGF (Keratinozyten Wachstumsfaktor) 
. SPARK 

. RANTES 

• Gro-[si]a 

Einzelne Wachstumsfaktoren wie PDGF, EGF oder bFGF wurden bereits daraufhin un- 
tersucht, ob sie in der Lage sind einen vollstandigen WundverschluG bei Hautwunden 
zu erzielen. Erste Untersuchungen mit einzelnen rekominanten Wachstumsfaktoren wie 
PDGF und bFGF ergaben, dafc diese in gewissem Mafl die Wundheilung stimulieren 
konnen, dali die vollstandige Wundheilung jedoch schwierig zu erreichen war. Die An- 
wendung von thrombozytaren Wachstumsfaktoren in der Heilung von chronischen 
Hautwunden wird z.B. in Glover J. L. etal., 1997, Adv. Wound Care, 10(1), 33-38 und 
EP 202 298 beschrieben. 



Heiluno von Knoroelaewebe 

Es ist seit langem bekannt, da(S geschadigtes Knorpelgewebe nur sehr selten spontan 
abheilt. Dies ist mbglicherweise darauf zuruckzufuhren, dad sich die knorpelbildenden 
Chondrozyten nur extrem iangsam vermehren sowie in den spateren Differenzierung- 
sphasen eine sehr geringe metabolische Aktivitat zeigen (Worn et at., Bone and Carti- 
laginous Tissue in Wound Healing, Herausgeber Cohen, Lindblad Sanders Com- 
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pany,1992). Es war Gberraschend, daB mit der erfindungsgematien Zusammensetzung 
gute Heilungsraten in diesem Gewebetyp erzielt werden konnten. 

Heilung von Faserknorpel - Beisoiel Meniskus 

lm Fall der Meniskusverletzungen ( Faserknorpel ) treten die meisten Risse im Faser- 
knorpelbereich des Vorderhorns, des Hinterhorns oder in der Langsrichtung auf (Fig. 1). 
Der Faserknorpel ist ein zellarmes Geflecht dichter, sich kreuzender Kollagenfaser- 
schichten und Proteoglykanen. Auf Grund seiner mechanischen Eigenschaften dient er 
zur Reduktion von im Gelenk auftretenden Reibungen und zur Abfederung sto&artiger 
Bewegungen. Seine Ernahrung erfolgt hauptsachlich durch Diffusion, da er nur ein be- 
grenzt ausgebautes BlutgefaGsystem enthalt. Die Zelldichte von Chondrozyten 
/Fibrochondrocyten ist gering. Das ejastische Meniskusgewebe besteht zu 70% aus 
Wasser und zu ca. 30% aus Protein. Die Proteinhauptbestandteile, die uberwiegend 
von Chondrozyten gebildet werden, sind: 

. Kollagene (vor allem Kollagentyp I und geringere Mengen der Kollagentypen II, III, V 
und VI) 

• Elastin 

• diverse Proteoglykane 

• andere Matrixproteine, wie z.B. Fibronektin und Thrombospondin 

Mit zunehmendem Alter nimmt die Regenerationsfahigkeit des Meniskusgewebes 
dramatisch ab. 

Fur die Behandlung von entstandenen Meniskusschaden stehen bis heute ver- 
schiedene Therapieverfahren zur Verfugung, die je nach Schweregrad der Verletzung 
eingesetzt werden: 



• Refixierung der Meniskusrisse (Vernahtung) 

. Teilresektion (partielle Entfernung des Meniskus) 

• Totalresektion (Entfernung des gesamten Meniskus) 
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Es besteht der begrundete Verdacht, daB es zumindest bei den zwei letztgenannten 
chirurgischen MaBnahmen hauf.g zu Arthrosen innerhalb des Kniegelenkes kommt. 
Wird der Meniskus entfernt, so bedeutet das eine Reduktion der Kontaktflache und 
damit eine deutliche Erhohung des Druckes auf die verbliebene Knorpel-/Knochen- 
flache. Die Folge ist haufig eine Versteifung des Gelenkes. Zusammensetzungen zur 
erfolgreichen Behandlung von Schaden dieses Gewebetyps standen bisher nicht zur 
Verfugung. 

Heilunq des hvalinen Knorpels 

Bei der Heilung des hyalinen Knorpels (z.B. femuraler Knorpel) treten die gleichen, vor- 
stehend fur die Heilung des Faserknorpels (Meniskus) ausgefuhrten Probleme auf. 
Diese Probleme fuhren ebenfalls dazu, daB in der Regel keine Heilung des Defekts 
stattfindet. 

Die konventionellen operativen BehandlungsmaBnahmen umfassen die Total- oderTeil- 
Entfernung des defekten hyalinen Knorpels oder die Implantation kunstlicher Gelenk- 
steile aus Kunststoff oder Metall. 

Seit kurzem wird versucht, das hyaline Knorpelgewebe durch Reimplantation korperei- 
gener Chondrozyten zu regenerieren. Dafur werden dem Patienten gesunde Zellen ent- 
nommen, in Zellkultur vermehrt und wieder in den Defekt appliziert. Urn die zellhaltige 
Flussigkeit korrekt aufzutragen, mufi jedoch zuerst in einem komplizierten chirurgischen 
Eingriff eine Tasche aus Knochenhaut gebildet werden, die die Wunde abdeckt (Britt- 
berg et a!., New Engl. J. of Medicine, 1994, 331 , 14, 879-875). Dieses Verfahren ist 
bisher jedoch nur in wenigen Fallen erfolgreich angewendet worden und hat die Nach- 
teile, dafi eine komplizierte vorbereitende Operation durchgefuhrt werden muB, die Zell- 
suspension oft nicht in der Gewebetasche verbleibt, die Zahl der Zellen, die tatsachlich 
in der Wunde anwachsen, nicht ausreichend ist und dieses Verfahren auBerdem mit 
einem sehr hohen Kostenaufwand verbunden ist. Zusammensetzungen zur Behandlung 
von Schaden in diesem Gewebetyp stehen bisher nicht zur Verfugung. 
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Heilunq von Faszienaewebe 

Die Behandlung von Faszienbruchen, sogenannten Hernien , z.B. das Rei&en von 
Fasziengewebe der Leiste, stellt ein zum Teil ahnliches Problem wie die Behandlung 
von Meniskusrissen dar. Makroskopisch und funktionell gibt es deutliche Unterschiede 
zum Meniskusgewebe. Im Hinblick auf seine biochemischen, metabolischen und mikro- 
strukturellen Eigenschaften ahneln sich beide Gewebetypen aber stark. Faszien sind 
dunne, aber teste Membranen, die aus einer relativ geringen Zahl an Zellen (Fibro- 
blasten) und extrazellularer Matrix (Proteinfasern) und Wasser bestehen. Das Gewebe 
ist kompakt und elastisch und enthaltfast keine BlutgefaGe. Die Regenerationseigen- 
schaften sind eingeschrankt, vor allem die schlechte Qualitat des Narbengewebes fuhrt 
haufig zu Wiederbruchen ( Rezidiven ) . 

Ein Leistenbruch wird herkommlicherweise durch mechanisches Zuruckdrangen der 
ausgetretenen Organe und anschlieGendes Nahen der Bruchstelle behandelt. Dabei 
werden heutzutage oft flexible netzartige Implantate in die Naht eingearbeitet, urn die 
Stabilitat des Wundverschlusses zu erhdhen und ein Wiederaufbrechen zu verhindern. 
Diese Methode birgt jedoch das Problem, dafi es oft zur Bildung von Seromen (Flussig- 
keitsansammlungen) an der Implantatstelle und anderen Komplikationen kommt. Im all- 
gemeinen wurde beobachtet, daft das Narbengewebe nicht seiten nur eine geringe Sta- 
bilitat aufweist und bei mechanischer Belastung haufig wieder aufreilM. Eine Zusammen- 
setzung zur Behandlung von Wunden in diesem Gewebetyp ist bisher nicht bekannt. 

Aus der Literatur ist eine Zusammensetzung zur Wundheilung von Weichteilwunden, 
insbesondere kutaner, dermaler, Schleimhaut- oder Epithelwunden in Vertebraten 
bekannt (EP-B1-0 243 179). Es wird darin eine Zusammensetzung umfassend fibrillares 
Kollagen, 0,1 % bis 10 % (v/v bezogen auf Kollagen) Heparin Oder Heparin-artiges 
Glykosaminoglykan oder Gemische davon, und eine wirksame Menge eines chemotak- 
tischen, Wachstums- oder Differenzierungs-Faktors offenbart. Als bevorzugte Faktoren 
werden PDGF, FGF oder Gemische davon beschrieben. EP-B1-0 243 179 gibt keinen 
Hinweis auf die Verwendung von Fibrin oder Fibrinogen. Daruber hinaus sind die Er- 
gebnisse, die im Zusammenhang mit der Behandlung von Weichteilwunden erhalten 
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werden, nicht Qbertragbar auf die hierin vorzugsweise behandelten bradytrophen 
Gewebe. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfmdung eine Zusammensetzung anzuge- 
ben, die es ermoglicht, Schaden in weichen Geweben, Hautgeweben, insbesondere 
jedoch in Geweben mit geringer Durchblutung und/oder geringer Regenerationsfahigkeit 
rasch und dauerhaft zu beheben. 

Diese Aufgabe wird durch eine Zusammensetzung geldst, die mindestens einen throm- 
bozytaren Wachstumsfaktor, Fibrin und/oder eine Vorstufe davon, vorzugsweise Fi- 
brinogen, und mindestens ein weiteres Polymer Oder eine Vorstufe davon umfalit. Vor- 
zugsweise ist der thrombozytare Wachstumsfaktor reversibel an Fibrin und/oder Fi- 
brinogen und/oder das weitere Polymer und/oder eine Vorstufe davon gebunden. 

Als Gewebe, die durch eine geringere Regenerationsfahigkeit charakterisiert sind, wer- 
den im foigenden alle Gewebe bezeichnet, die im Korper vor allem eine strukturelle und 
mechanische Rolle besitzen und sich durch geringere Zelldichte, geringere Oder keine 
Durchblutung und/oder dichte Fasernmasse auszeichnen, insbesondere elastischer, 
hyaliner und Faser-Knorpel sowie Fasziengewebe. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bilden Fibrin und/oder Fibrinogen, das weitere 
Polymer und/oder die Vorstufe davon, eine Matrix aus. Eine besonders wichtige Funk- 
tion derselben besteht darin, dafi sie ais „ provisorische" Matrix fur die Einwanderung 
der Zellen dient. Die Matrix erleichtert die Kolonisierung des Defektes durch die Zellen. 
Somit erlaubt das weitere Polymer zusammen mit dem Fibrin das Ansiedeln von Zellen 
in dem Wundbereich und begunstigt somit die Heilungsvorgange. 

Das weitere Polymer dient auch zusammen mit dem Fibrin als Matrix fur Wachstumsfak- 
toren und eventuell weitere, in der Zusammensetzung enthaltene Substanzen, die re- 
versibel an die Geruststruktur binden kdnnen. Die Matrix-Struktur stabilisiert weiterhin 
die Wachstumsfaktoren, insbesondere noch Einbringen in die Wunde, u.a. dadurch, 
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daft sie den Angriff von Proteasen auf die Wachstumsfaktoren verhindert bzw. herab- 
setzt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform hat die Matrix eine Schwamm-, Clot-, 
Granulat- Stab-, Film- und/oder Membran-Form. Die Erfindung umfa&t auch Zusam- 
mensetzungen, deren Matrix mehrere Formen nebeneinander aufweist. So kdnnen 
beispielsweise Membranen verschiedener Dicke, unterschiedlich pordse Schwamme 
Oder Granulate in bekannter Weise hergestellt werden, um so die Freisetzungsrate der 
Wachstumsfaktoren wunschgemafc zu beeinflussen. 

Im Fall eines Meniskus-Defektes, dermeistens rilifdrmig ist, kbnnen z.B. dunne Mem- 
branen mit guten Adhasionseigenschaften verwendet werden, bei Faszienbruchen 
dagegen kdnnen eher dickere Membranen verwendet werden. Bei Schaden des femu- 
ralen Knorpels ist ein Schwammtrager optimal. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dali derZusatz von Fibrin und/oder der Vorstufe 
davon, vorzugsweise Fibrinogen zu dem weiteren Polymer und/oder der Vorstufe davon 
die Eigenschaften des weiteren Polymers vorteilhaft modifiziert. Gemischte Zusammen- 
setzungen umfassend Fibrin und/oder die Vorstufe davon, vorzugsweise Fibrinogen, 
und das weiteren Polymer oder die Vorstufe davon in Membran-Form, sind poroser als 
reine Polymer-Membranen, welches u.a. eine effektivere Einwanderung von Zellen in 
das Produkt ermoglicht. Weiterhin sind die erfindungsgemafJen Zusammensetzungen 
weniger empfindlich gegenuber vorzeitiger Biodegradation. Fibrin und/oder Fibrinogen 
beeinflussen ebenfalls die Starke der Bindung des thrombozytaren Wachstumsfaktors 
an cjie Matrix der erfindungsgemaRen Zusammensetzung. 

Das weitere Polymer kann ein beliebiges, fur pharmazeutische Zusammensetzungen 
zulassiges Polymer sein, wobei jedoch biologisch abbaubare Biopolymere bevorzugt 
sind. 

Die erfmdungsgemade Zusammensetzung umfafSt weiterhin einen thrombozytaren 
Wachstumsfaktor, der vorzugsweise humanen Oder tierischen Ursprungs ist. Der Aus- 
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druck „ Wachstumsfaktor" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung bedeutungsgleich 
zu dem Ausdruck „Zytokin" verwendet. 

Dabei konnen die Wachstumsfaktoren nach ihrer Isolierung und Reinigung (siehe Bei- 
spiel 1) chemisch oder enzymatisch modifiziert werden, z.B. durch Anderungen des 
Glykosylierungsmusters, Bildung von monomeren oder polymeren Formen der Wachs- 
tumsfaktoren, chemische Modifizierung der Seitenketten. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der thrombozytare Wachstumsfaktor ein 
autologer Wachstumsfaktor aus dem Eigenblut des Patienten. Durch Verwendung eines 
korpereigenen Wachstumsfaktors werden potentielle Abwehrreaktionen gegen die er- 
findungsgemafle Zusammensetzung vermieden , vor allem aber wird die mit den 
Fremdblutprodukten verbundene infektionsgefahr drastisch reduziert. Die autoiogen 
Faktoren konnen gewonnen werden, indem dem jeweitigen Patienten eine Blutprobe 
entnommen wird und die Blutplattchen daraus isoliert werden. Nach weiterer Aufreini- 
gung der Zeilpraparation werden die Blutplattchen zur Degranulation stimuliert, so da(J 
sie thrombozytare Wachstumsfaktoren und andere regulatorische Substanzen freiset- 
zen. Ein Praparat mit diesen Faktoren kann dem Patienten wieder zugesetzt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist der thrombozytare Wachstumsfaktor 
ein rekombinanter Wachstumsfaktor, der zusatzlich durch Deletionen, Additionen, in- 
versionen, Insertionen oder Punktmutationen in seiner Aminosauresequenz verandert 
setn kann. 

Die vorliegende Erfindung stellt weiterhin eine bevorzugte Zusammensetzung zur Ver- 
fugung, in der der thrombozytare Wachstumsfaktor ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
umfassend PDGF, TGF-a, TGF-p, PF-4, p-TG, PD-ECGF, aFGF, bFGF, IGF, EGF, 
KGF, SPARK, RANTES, Gro-alpha und/oder ein entsprechendes Vorlaufermolekul. Da- 
bei kann einer der genannten Wachstumsfaktoren alleine oder in Verbindung mit an- 
deren Faktoren in der Zusammensetzung enthalten sein. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt die erfindungsgemaBe Zusam- 
mensetzung eine Mischung mehrerer thrombozytarer Wachstumsfaktoren. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung umfaBt vorzugsweise den thrombozytaren 
Wachstumsfaktor im Bereich von 10 bis 500 pg, bezogen auf 100 mg TrockenmaBe des 
fertigen Endproduktes. 

Eine besonders bevorzugte Mischung ist eine Mischung mehrerer thrombozytarer 
Wachstumsfaktoren, die durch Degranulierung von Granula von Blutplattchen und 
nahcfolgende Lyse der Granula aus diesen freigesetzt werden (siehe Beispiel 1). Im 
folgenden wird diese Mischung von Wachstumsfaktoren als REL (platelet releasate) 
bezeichnet 

Eine besonders bevorzugte Zusammensetzung dieser Erfindung enthalt eine Mischung 
der thrombozytaren Wachstumsfaktoren von 1 bis 500 ng PDGF/ml REL, 1 bis 1000 ng 
TGF-B/ml REL, 1 bis 400 jig PF-4/ml REL, 1 bis 400 ng B-TG/ml REL, 1 bis 2000 ng 
bFGF/ml REL und 1 bis 500 ng PD-ECGF/mi REL. 

Eine uberaus bevorzugte Zusammensetzung enthalt die Mischung von 5 bis 100 ng 
PDGF/ml REL, 5 bis 200 ng TGF-B/ml REL, 10 bis 80 ^g PF-4/ml REL, 10 bis 80 pg B- 
TG/ml REL, 10 bis 400 ng bFGF/ml REL und 5 bis 200 ng PD-ECGF/ml REL 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung zeigt uberraschenderweise einen hervor- 
ragenden Effekt insbesondere auf die Heilung von bradytrophen Geweben (siehe 
Beispiele 5, 6, 7). 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung umfaBt ferner Fibrin und/oder eine Vorstufe 
davon, vorzugsweise Fibrinogen. 

Vorzugsweise ist das Fibrin und/oder Fibrinogen humanen oder tierischen Ursprungs. 
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Dabei konnen das Fibrin und/oder das Fibrinogen nach ihrer Isolierung und Reinigung 
(siehe Beispiel 1) chemisch Oder enzymatisch modifiziert werden, z.B. durch Bindung 
von monomeren Oder polymeren Formen der Wachstumsfaktoren. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Fibrin und/oder Fibrinogen autologer 
Herkunft, d.h. es stammt aus dem Eigenblut des Patienten . Durch Verwendung korper- 
eigenen Fibrins und/oder Fibrinogens werden potentielie Abwehrreaktionen gegen die 
hier beschriebene Zusammensetzung vermieden , vor atlem wird aber die mit den 
Fremdblutprodukten verbundene Infektionsgefahr drastisch reduziert. Die autologen 
Faktoren konnen gewonnen werden, indem dem jeweiligen Patienten eine Blutprobe 
entnommen wird und gemad dem Fachmann bekannten Verfahren Fibrinogen isoliert 
wird. So erhaltenes Fibrin und/oder Fibrinogen kann dem Patienten wieder zugesetzt 
werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Fibrin und/oder Fibrinogen 
rekombinantes Fibrin und/oder Fibrinogen, das zusatzlich durch Deletionen, Additionen, 
Insertionen, Inversionen oder Punktmutationen in seiner Aminosauresequenz verandert 
sein kann. 

Die erfindungsgemafte Zusammensetzung umfaBt vorzugsweise 0,1 bis 99 mg Fibrin 
und/oder Fibrinogen, bezogen auf 100 mg Trockenmasse des Endproduktes. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemafte Zusammen- 
setzung 20 bis 50 mg Fibrin und/oder Fibrinogen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das weitere Polymer ein anderes 
Biopolymer als Fibrin oder die nicht-polymere Vorstufe davon. Das weitere Polymer di- 
ent dabei zusammen mit dem erfindungsgemalien Fibrin-Zusatz u.a. der mechanischen 
Unterstutzung der Wundstelle, der Einfuhrung von aktiven Komponenten in die 
Gewebslucke und zum Ausfullen der Gewebelucke. 
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Die Erfindung stellt verschiedene Arten von Zusammensetzungen mit den gewunschten 
biologischen und mechanischen Eigenschaften zur Verfugung. Diese Eigenschaften 
hangen von der medizinischen tndikation bzw. Anwendung ab. Das Hauptmerkmal der 
Erfindung ist, daft fur jede spezielle medizinische Anwendung eine optimale Zusam- 
mensetzung angeboten werden kann. Gleichzeitig bietet die Erfindung ein einfaches 
Verfahren, um die verschiedenen Formen der Zusammensetzung herzustellen. Die bi- 
ologischen und mechanischen Eigenschaften der verschiedenen Zusammensetzungen 
konnen durch Variation derfoigenden Parameter beeinfluRt werden: 

• Substanzen, die als weiteres Polymer benutzt werden, z.B. Kollagen Oder PGA 

• Struktur des weiteren Polymers (z.B. Schwamm- Oder Membranstruktur) 

• PorengrofJe des weiteren Polymers 

• Mengenverhaltnis von Fibrin zu dem weiteren Polymer 

• Mengenverhaltnis von Wachstumsfaktor/en zu dem weiteren Polymer und Fibrin 

• Eingesetztes Herstellungsverfahren des Endpraparates (z.B. Gefriertrocknung Oder 
Lufttrocknung) 

Einer der wichtigsten Parameter bei der Bestimmung der Eigenschaften des Produktes 
ist die Menge des im Endprodukt vorhandenen Fibrins. Die Menge des eingesetzten 
Fibrins und die Form des Endproduktes (pordser Schwamm Oder Membran) beein- 
flussen stark die Diffusionsraten der Wachstumsfaktoren. So sind z.B. Endprodukte in 
Form eines Schwamms, welche Kollagen und Fibrin in einem Verhaltnis von 5:1 enthal- 
ten, durch eine relativ schnelle Diffusion der Wachstumsfaktoren aus dem Praparat in 
das umgebende Gewebe charakterisiert. Dieses Endprodukt ist ebenfalls durch eine 
schnelle Biodegradation gekennzeichnet, wodurch es gut geeignet fur die Anwendung in 
Geweben mit relativ akivem Stoffwechesl ist. Ein vergleichbares Endprodukt in Form 
eines Schwammes, das mehr Fibrin enthalt (Verhaltnis von Kollagen zu Fibrin 1:1) zeigt 
eine geringere Diffusionsrate und eine langsamere Biodegradation im Vergleich mit dem 
oben beschriebenen Endprodukt. Solch eine Zusammensetzung ist daher gut geeignet 
fur die Behandlung von Knorpeldefekten, da die Heilung von Knorpelgewebe eine lang 
anhaltende Stimulation mit Wachstumsfaktoren benotigt. 
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Allgemein sind Endprodukte in Form von Membranen durch extrem kleine Poren, feste 
Struktur, geringe Diffusionsrate, langsame Biodegradation und langsame Kolonisation 
mitZellen im Gegensatz zu schwammformigen Endprodukten charakterisiert Im Falle 
von Zusammensetzungen in Membranform konnen die biologischen und mechanischen 
Eigenschaften ebenfatis durch Variation der Fibrinmenge beeinfluftt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Matrix der erfindungsgemafien Zusam- 
mensetzung, die von Fibrin und/oder Fibrinogen und dem weiteren Polymer und/oder 
der Vorstufe davon ausgebildet wird, abhangig von der Indikation in unterschiedlicher 
Form bereitgestellt 

Die Membran-Form zeigt im aligemeinen eine niedrigere Freisetzungsrate der 
Wachstumsfaktoren im Vergleich zu der gleichen Zusammensetzung in Schwamm- 
Form. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit das weitere Polymer als Biopolymer Kol- 
lagen, Polyhyaluronsaure, Polyglykolsaure und/oder Polylactatsaure und/oder Mischun- 
gen davon. Als besonders geeignet hat sich dabei die Verwendung von flussigem Kolla- 
gen des Atelopeptid-Typs erwiesen, da dieses Kollagen fast keine Immunabwehrreak- 
tionen hervorruft. Je nach Wahl des Biopolymers und Wahl des Hersteliungsverfahrens 
wird dabei die PorengrofSe der Matrix, ihre Dichte und folglich die Rate an aktiven Sub- 
stanzen, die pro Zeiteinheit freigesetzt werden, bestimmt. 

ErfindungsgemaB bevorzugt liegt das weitere Polymer und/oder die Vorstufe davon im 
Bereich von 1 bis 99 mg pro 100 mg Trockenmasse des Endproduktes. 

Besonders bevorzugt ist eine erfindungsgemafie Zusammensetzung umfassend 10 bis 
500 pg thrombozytarer Wachstumsfaktor, 20 bis 50 mg Fibrinogen und 50 bis 80 mg 
weitere Polymer pro 100 mg Trockenmasse des Endproduktes. Ein besonders bevor- 
zugtes weitere Polymer ist Kollagen. 

Die vorliegende Erfindung stellt weiterhin eine bevorzugte Zusammensetzung zur Ver- 
fugung, die einen Katalysator umfafit, der die Polymerisation von Fibrinogen katalysiert 
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Dieser Katalysator kann z.B. Thrombin, Calciumionen, Gerinnungsfaktor XIII Oder eine 
Mischung davon sein. Dabei ist Thrombin ausreichend, urn durch Spaltung von Fibrino- 
gen zu Fibrin die Polymerisation desselben einzuleiten, durch die Zugabe von Calcium- 
ionen und Faktor XIII wird das Fibrin-Polymer und das Endprodukt jedoch zusatzlich 
stabilisiert. 

Es wird eine weitere bevorzugte Zusammensetzung zur Verfugung gestellt, die einen 
weiteren Faktor zum Unterstutzen von Gewebeheilungsprozessen umfafct. Ein bevor- 
zugter Faktor zum Unterstutzen solcher Prozesse ist Fibronektin, Thrombospondin, Al- 
bumin, Heparin/ Heparane Oder Mischungen davon. Dabei unterstutzen Fibronektin 
und Thrombospondin die strukturgebende Wirkung der Matrixpolymere und beein- 
flussen weiterhin die Bindung von Wachstumsfaktoren und deren Stabilitat. Heparin / 
Heparane verhindern die Bildung von Blutgerinnseln an der Wundstelle und beein- 
flussen die Bindung und Wirkung von Wachstumsfaktoren, wahrend Albumin der Stabi- 
lisierung der Proteinkomponenten dient. 

Eine wie oben beschriebene Zusammensetzung kann gemaft der vorliegenden Erfin- 
dung ein Arzneimittel oder ein Kosmetikum sein. Dabei kann die Zusammensetzung je 
nach gewunschtem Applikationsmodus weitere geeignete Hilfs- und Tragerstoffe, wie 
z.B. Puffer, Antibiotika, Desinfektionsmittel, Stabilisatoren , Plastifikatoren, Farbstoffe 
umfassen. 

Die vorliegende Erfindung umfalit weiterhin ein Verfahren zum Herstellen der oben 
beschriebenen Zusammensetzung, wobei mindestens ein thrombozytarer Wachstums- 
faktor mit Fibrin und/oder einer Vorstufe davon, vorzugsweise Fibrinogen und dem 
we jteren Polymer und/oder der nicht-polymeren Vorstufe gemischt werden. Die 
Mischung der Komponenten kann gleichzeitig erfolgen. Es kann jedoch ebenfalls 
vorteilhaft sein, das vorgefertigte weitere Polymer in vorgegebener Form (z.B. als 
Schwamm, Membran etc.) mit einer Losung umfassend Fibrinogen und die vorstehend 
beschriebenen aktiven Faktoren uber einen langeren Zeitraum vorzuinkubieren, so daft 
sich die Zwischenraume des weiteren Polymers langsam mit Fibrinogen und den 
we jteren aktiven Komponenten der Zusammensetzung auffullen. Die Polymerisations- 
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reaktion des Fibrinogens kann dann durch Hinzufugen von Calcium-lonen und/oder 
Thrombin und/oder Calcium erfolgen. 

1st die Herstellung der Zusammensetzung in Film- oder Membran-Form gewunscht, so 
kann dies unter Verwendung des „mold casting" (In-Form-GiefSens) durchgefuhrt wer- 
den. Die Formen bestehen hierbei aus inertem Material wie Teflon Oder Polypropylen. 
Verwendbare Lbsungen/Suspensionen haben eine Konzentration von 2-10 % (w/v) 
Polymer oder nicht-polymerer Vorstufe in einem geeigneten Losungsmittel. Die Losung 
kann weiterhin Plastifikatoren (Zucker, Glycerin) und/oder Substanzen enthalten, die die 
Trocknungsrate erhohen wie z.B. Aikohole. Die Suspension wird in die Form gegossen. 
Man laftt die Suspension in einem sterilen Luftstrom bei 1°C bis 20°C trocknen. Der 
thrombozytare Wachstumsfaktor und das Fibrinogen konnen vor oder nach dem Trock- 
nen hinzugefugt werden. 

Sollen Produkte in Schwamm-Form entsprechend der gewunschten Applikation in un- 
terschiedlicher Starke und Porengrolie hergestellt werden, so konnen diese gemafi dem 
Fachmann bekannten Lyophilisationsverfahren unter gleichzeitiger Zugabe von weite- 
rem Polymer, Fibrinogen, Wachstumsfaktoren und Katalysator erhalten werden. Alter- 
nate konnen die Wachstumsfaktoren und das Fibrinogen zu der vorgefertigten porosen 
Form hinzugefugt werden. Das Gemisch kann sodann, wie vorstehend beschrieben, 
luftgetrocknet oder nochmals lyophilisiert werden. Alternativ kann das Gemisch in feuch- 
tem „nassem u Zustand (als sogenannter „Clot") belassen werden und vor der Verwen- 
dung bei niedrigen Temperaturen, vorzugsweise -80°C, gelagert werden. 

Stab-Formen und andere Formen des Produktes konnen durch bekannte Verfahren 
erhalten werden. Die Losung oder Suspension mit den Vorstufen des Produktes konnen 
in unterschiedlichen Gieftformen, die die gewunschten Formen aufweisen, vorliegen und 
nachtraglich lyophilisiert oder luftgetrocknet werden. Zusatzlich kann die Form des ferti- 
gen Produktes durch Pressen in eine Form oder durch Stanzen optimiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens wird die Polymerisation des Fi- 
brinogens und Bindung an das weitere Polymer oder die Vorstufe in vivo durchgefuhrt. 
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Dabei wird durch Zusetzen des Kataiysators zu Fibrinogen an der Wundstelle ein 
schnelles Abbinden derflussigen Mischung erzeugt und auf diese Weise ein Wundver- 
schlufi erzielt, der exakt der Form der Wunde angepa&t ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird der thrombozytare 
Wachstumsfaktor entweder vor oder wahrend der Polymerisation mit den Vorstufen 
oder nach erfolgter Polymerisation mit Fibrin und dem weiteren Polymer in Kontakt ge- 
bracht 

□ ne bevorzugte Verwendung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung stellt die Be- 
handlung von Schaden in Geweben mit geringer Regenerationsfahigkeit und/oder ge- 
ringer Durchblutung dar. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine erfindungsgemafle Zusammensetzung 
zur Behandlung von Schaden des Knorpels verwendet. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform dient die Zusammensetzung der Behandlung von Schaden im Faser- 
knorpel des Meniskus und Defekten des elastischen und hyalinen Knorpels (z.B. Knie- 
gelenk, Femuralknorpel). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Zusammensetzung zur Be- 
handlung von Schaden des Fasziengewebes verwendet. Besonders bevorzugt dabei ist 
die Behandlung von Schaden des Fasziengewebes der Leiste (Leistenbruch). 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung einer oben beschriebenen 
Zusammensetzung zur Behandlung von schlecht heilenden, chronischen Wunden der 
Haut und des Weichgewebes. Hierbei ist die Schwammform eine besonders bevorzugte 
Form des Produktes. Abhangig von dem Typ und der Form der Wunde kann sich der 
Schwamm der lokalen Wundsituation anpassen. Wie bei der Heilung von Knorpel- und 
Fasziengewebe ist auch hier die langsame Abgabe (Depot-Effekt) von Wachstumsfak- 
toren erwunscht. Daruber hinaus erleichtert die Matrixstruktur des Produktes die Kolo- 
nialisierung der Gewebelucke durch Zellen. 
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Bei den zu behandelnden Schaden handelt es sich in einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung vor ailem urn chronische und schwer heilende Hautwunden und 
Weichgewebewunden folgender Genese: Diabetis, chronisch venose insuffizienz, ar- 
terielle Verschlufikrankheit, Dekubitus, Patienten mit Supression des Immunsystems. 
Eine weitere Anwendung steilen die nicht heilenden post-operativen Wunden der Haut 
und des Weichgewebes, wie z.B. die schwer heilenden Wunden nach Laparotomie, dar. 

Die folgende Figur und die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Fig. 1 Darstellung des Meniskus und der am haufigsten auftretenden Meniskusver- 
letzungen. 

Beispiele 

1 . Isolierung thrombozytarer Wachstumsfaktoren (REL) aus Blutpiattchen 

Aus dem mit Citrat (ACD, acid citrat dextrose) versetzten Blut wird REL wie folgt 
isoiiert. 

Das Blut wird 20 Min bei 190 x g zentrifugiert, Temperatur2 bis 6°C. Die obere 
Phase, das sogenannte PRP (platelet rich plasma; Bluttplattchen-reiches Plasma), 
das die Blutpiattchen beinhaltet, wird dann bei 2000 x g, 10 min bei 2 bis 6°C zen- 
trifugiert. Das Plattchen-Pellet (Sediment) wird in einem isotonischen Puffer sus- 
pendiert. Als isotonischer Puffer kann PBS (physiologische Kochsalzldsung in 10 
mM Phosphatpuffer, pH 7,1) Oder HBS (physiologische Kochsaizlosung in 5 mM 
HEPES-Puffer, pH 6,8) dienen. Die Plattchen werden durch wiederholtes (2x) 
Suspendieren und Zentrifugieren gewaschen. Die Plattchen werden dann in dem 
PBS- oder HBS-Puffer suspendiert, so dafi vorzugsweise eine Suspension von 0,1 
bis 2,0 x 10 9 Plattchen pro Milliliter entsteht (Messung z.B. mit Thrombocounter 
der Firma Coulter). Mit Hilfe von Thrombin oder anderen Agenzien werden die 
Plattchen degranuliert (Freisetzung des Inhalts der Granula). Vorzugsweise wer- 
den pro Milliliter Suspension 0,1 bis 2,0 Einheiten Thrombin (Internationale Ein- 
heiten definiert als 15 Sek. Clotting-Zeit bei 37°C mit einer NIH-Einheit Fibrinogen 
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gemafJ der Referenz Baughman D.J., 1970, Methods in Enzymol. 19, 145-157) 
eingesetzt. 

Nach 10 min wird das Praparat nochmals suspendiert und bei 2000 x g 10 min bei 
2 bis 6°C zentrifugiert. Der Uberstand beinhaltet thrombozytare Wachstumsfak- 
toren und andere thrombozytare Faktoren und wird als REL bezeichnet. 

Herstellung eines Polymers und von Polymer/Wachstumsfaktormischungen 

1 Herstellung einer REL-enthaltenden Fibrinmembran(F/REL-M) und eines REL- 
enthaltenden Fibrinschwamms (F/REL-S): 

Mit Hilfe der Cryoprazipitationsmethode wurde Fibrinogen aus 10 ml menschli- 
chem Blut, das mit Citrat versetzt war, gewonnen nach Siedentop et aL, Arch. 
Otolar. Head NeackSurg. 121 (1995), 769-772); Cama et al., Naturwiss. Band 48 
(1961), 574. Die PPP-Plasmaprobe (platelet poor plasma PPP; Blutplattchen ar- 
mes Plasma) wurde mit 8 % Ethanol bei 0°C fur 2 Stunden inkubiert und 
anschlieftend stark abzentrifugiert. Das Fibrinogensediment wurde in 2 ml Wasser 
geiost. Thrombozytare Wachstumsfaktoren (REL) wurden aus 50 ml derselben 
Blutprobe durch Degranulierung der isolierten Blutplattchenfraktion mit Thrombin 
gewonnen (vgl. Beispie! 1). Nach Entfernung von Zelltrummern und anderen Fak- 
toren enthielt die REL-Mischung 30 (jg des Zytokin-Leitmarkers p-TG pro Milliliter. 

1 ml REL in 5 mM HEPES-Puffer (HBS), pH 6,8 und 1 ml an Fibrinogenlosung 
(2mg/ml) wurden gemischt und Glycerin wurde auf eine Endkonzentration von 
0,5% (w/v) zugesetzt. Die Losung wurde in eine Teflonform gegossen, Calcium- 
chlorid wurde auf eine Endkonzentration von 5 mM zugesetzt und die Losung 
wurde 1 Stunde bei 15°C inkubiert. Das resultierende Polymer wurde luftgetrock- 
net, so da[S eine elastische teste Membran (F/REL-M) entstand. 

Weiterhin wurde aus der gleichen REL-Ausgangsmischung eine Schwammform 
(F/REL-S) hergestellt durch Einfrieren des Fibrin-Polymers bei -80°C in einer 
Geschwindigkeit von 2°C/min. Sodann wurde das Fibrin-Polymer bei -5°C lyophili- 
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siert. Im Vergleich zur Membran-Form ist die entsprechende Schwammform 
sowohl voluminoser als auch poroser. 

2.2 Hersteliung einer PGA/Fibrin/REL-Membran (F/PGA/REL-M): 

Konventionell erhaltliche Polyglykolsaurematrix (PGA, 2 cm 2 ; z.B. von B. Braun, 
Melsungen, Deutschland) wurde mit einer Mischung aus 0,2 ml Fibrinogen (2 
mg/ml) und 0,2 ml REL, wie vorstehend beschrieben, getrankt und das Fibrinogen 
polymerisiert. Das Produkt wurde ebenfalls luftgetrocknet. 

Eine PGA/ Kollagen/ Fibrin /REL-Membran (PGA/C/F/REL-M) kann wie oben unter 
Zusatz von 0,2 ml Kollagen I (2 mg/ml) hergestelit werden. 

2.3 Hersteliung eines Koilagen-Schwammes (C/REL-S) und einer Kollagenmembran 
(C/REL-M): 

Eine 5-%ige Losung (w/v) aus Rinderkollagen Typ I (Boehringer Mannheim) wurde 
auf pH 4,0 eingestellt, und 3 ml dieser Losung wurden mit 3 ml einer REL-Losung 
(s. Beispiei 1) gemischt. Glycerin wurde auf eine Endkonzentration von 0,05% 
zugesetzt, die Mischung in eine Form gegossen und auf -85°C (2°C/Min.) abge- 
kuhlt. Die gefrorene Losung wurde bei -5°C lyophilisiert Der resultierende REL- 
enthaltende Schwamm (C/REL-S) war poros und flexibel. 

Dieselbe Mischung kann ebenfalls zur Hersteliung einer Kollagenmembran 
(C/REL-M ) verwendet werden; anstatt durch Gefriertrocknung wird die Zusam- 
mensetzung dazu, wie unter 2.1 fur Fibrin beschrieben, luftgetrocknet. Gieichwer- 
tige Zusammensetzungen wurden auch mit Kollagen aus Schweinen und Kollagen 
Typ II erzielt. 

2A Hersteliung eines gemischten Kollagen/Fibrin-Schwammes (C/F/REL-S) und einer 
gemischten Kollagen/Fibrinmembran (C/F/REL-M): 

REL wurde wie vorstehend in Beispiei 1 pg/mi. Der Kollagen-Schwamm wurde wie 
vorstehend beschrieben aus 50 ml einer Citrat-Blutprobe eines einzigen Spenders 
hergestelit. Die p-TG Konzentration betrug 30 in Beispiei 2.3 beschrieben durch 
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Lyophilisation von Kollagen hergestellt. Der Schwamm wies eine Starke von 0,4 
cm auf und enthielt ungefahr 2.5 mg Kollagen/cm 2 . 0,2 ml der rohen Fibrinogen- 
Losung (2 mg/ml, hergestellt wie vorstehend beschrieben) wurde mit 0,2 ml REL 
gemischt, auf 2°C abgekuhlt und mit Glycerin (Endkonzentration: 0,5 %), Calcium- 
chlorid (Endkonzentration: 5 mM) und 5 Einheiten Thrombin versetzt. Zwei Quad- 
ratzentimeter des Kollagen-Schwammes wurden in die vorstehend genannte 
Losung eingetaucht und Qber 1 h bei 15 °C inkubiert. Ein Teil der Preparation 
wurde unter Bildung eines Kollagen/Fibrin-Schwammes (F/C/REL-S) lyophiiisiert. 
Ein anderer Teil der Preparation wurde unter Bildung einer Kollagen/Fibrin- 
Membran (F/C/REL-M) luftgetrocknet. 

In Tabelle 1 ist die Menge an Wachstumsfaktor, die aus den hier beschriebenen 
Zusammensetzungen uber einen Zeitraum von zwei Tagen austritt, aufgefuhrt. 

Austritt von Wachstumsfaktoren aus verschiedenen Zusammensetzungen 

Die unter Beispiel 2 beschriebenen Produkte wurden bei 4°C Oder 37°C in 4 ml 
eines geeigneten Puffers (vorzugsweise PBS mit 2% HSA (Humanes Serum Al- 
bumin) inkubiert. In bestimmten Zeitabstanden wurden Proben entnommen und 
durch die folgenden Tests auf ihren Gehalt an Wachstumsfaktoren untersucht: 

1 Proliferationstest: 

Stimulierende Effekte der Wachstumsfaktoren auf die Zellproliferation wurden in 
einem Proliferationstest wie von Porstmann et al., J. Immunol. Meth. 82 (1985), 
169-179) beschrieben, durchgefuhrt. Dazu wurden zu Kulturen von humanen 
Hautfibroblasten die oben beschriebenen Proben zugesetzt. Die Stimulierung der 
Zellproliferation wird durch den verstarkten Einbau von nicht-radioaktivem De- 
oxyuracilderivat (BrdU) in die zellulare DNA widergespiegelt. Fur die Detektion des 
in die DNA eingebauten BrdUs wurde ein hoch sensitiver auf der ELISA-Technik 
basierender Chemolumineszenztest (Boehringer) eingesetzt. Die Inkorporation 
wurde in einem Mikroplattenluminometer gemessen. Dieser Test wurde ebenfalls 
eingesetzt, urn die Stimulierung der Zellproliferation auf andere Zelltypen wie 
Keratinozyten und Chondrozyten zu messen. 
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3.2 Chemotaktischer Test: 

Die chemotaktischen Eigenschaften der Wachstumsfaktoren wurden unter Ver- 
wendung des Monozyten-Migrationstests gemessen (Falk et al., J. Immunol. Meth. 
33 (1980), 239-247). Dazu wurden menschliche Monozyten aus der PBMC (Peri- 
phere Blut-Mononukleare Zellen)-Fraktion aus „Buffy Coats" von menschlichen 
Blutspendern isoliert. Fur den Test wurde eine kommerzieli erhaltliche Chemotaxis- 
Kammer (Costar) benutzt. In diesem Gerat sind zwei Kammern vorhanden, die 
durch eine geeignete Membran getrennt werden. Die eine Kammer enthalt Mono- 
zyten, die andere ein stimulierendes Agens. Die Migration von Monozyten in die 
Richtung des Stimulus wird durch Messung der Menge an Monozyten, die durch 
die Membran hindurchgewandert sind, bestimmt. Die Messung wird unter Verwen- 
dung eines sensitiven Densitometers durchgefuhrt. 

3.3 ELISA fur REL-Komponenten: 

Die quantitative Messung von Wachstumsfaktoren und anderen Komponenten der 
REL-Mischung wurde mit Hilfe der ELISA-Technik und kommerzieli erhaltlichen 
Antikorpern gemessen (z.B. R&D Systems, Deutschland). 



TABELLE 1A 



Zusammen- 
setzung 


Menge an freigesetztem Wachstumsfaktor (3-TG als % des 
insgesamt gebundenen Faktors zur Zeit x in Std. (+/- 5%) 




0,0 


0,5 


1,0 


2,0 


4,0 


8,0 


24,0 


30,0 


38,0 


48,0 


F/REL-S 


0 


15 


20 


25 


30 


40 


55 


70 


85 


85 


F/REL-M 


0 


5 


10 


15 


20 


30 


45 


60 


70 


70 


F/PGA/REL-M 


0 


10 


20 


25 


30 


35 


40 


55 


65 


75 


C/REL-S 


0 


25 


40 


45 


55 


65 


75 


80 


80 


85 


C/REL-M 


0 


10 


20 


25 


30 


40 


65 


75 


80 


80 


C/F/REL-S 


0 


5 


10 


15 


20 


25 


55 


75 


80 


80 


C/F/REL-M 


0 


5 


5 


10 


15 


20 


45 


60 


70 


85 
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TABELLE1B 



Zusammen- 
setzung 


Proliferationsaktivitat von freigesetzten Wachstumsfak- 
toren. Willkiirliche Einheiten in % des mit nicht gebun- 
denem REL erhaltenen Wertes; Zeit, Std. 




0,0 


1,0 


4,0 


24,0 


38,0 


48,0 


F/REL-S 


0 


5 


15 


35 


60 


70 


F/REL-M 


0 


5 


5 


25 


50 


60 


F/PGA/REL-M 


0 


0 


15 


35 


65 


80 


C/REL-S 


0 


5 


40 


70 


70 


80 


C/REL-M 


0 


5 


10 


60 


70 


70 


C/F/REL-S 


0 


5 


15 


40 


55 


85 


C/F/REL-M 


0 


5 


5 


30 


60 


80 



Die Ergebnisse aus Tabeilen 1A und 1B zeigen deutlich, daft die getesteten 
Wachstumsfaktoren reversibel an das Polymer und/oder Fibrin binden. Die 
Bindungs- und Freisetzungsraten hangen von der Zusammensetzung der Po- 
ly mere unC | ihrer Form ab. So sind die Freisetzungsraten fur Wachstumsfaktoren 
aus Schwammen grower und der Depot-Effekt entsprechend kleiner als bei den 
entsprechenden Membranen. Mischpolymere, z.B. Kollagen/Fibrin-Polymere, zei- 
gen kleinere Freisetzungsraten im Vergleich zu Fibrin-freien Polymeren . Die aus 
den Polymeren freigesetzten Wachstumsfaktoren waren biologisch aktiv, wie an- 
hand des Proliferations- und Chemotaxistests uberpruft werden konnte. 



4. Punktesystem zur Beurteilung der Wundheilung 

Zur Beurteilung der Wundheitungsergebnisse auf histologischer und klinischer 
Ebene wurde gemaI2> Standardverfahren ein Punktesystem eingefuhrt. Die zu- 
grundeliegenden Kriterien sind nachstehend aufgefuhrt: 

Block I (Klinisches Bild des geheilten Organs): 
Makroskopische Beurteilung des Narbengewebes 

Grofie des Narbengewebes Punkte: 0-4 

Textur des Narbengewebes (test, elastisch, sanft/giatt, etc.) Punkte: 0-6 

Einheitlichkeit des Narbenmaterials Punkte: 0-7 

Adhasion des Narbengewebes an das umgebende 

gesunde Gewebe: Punkte: 0-5 
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allgemeiner Eindruck: Punkte: 0-4 

Die Befunde wurden unabhangig voneinander von drei Experten untersucht. 

Eine Punktzahl von 1-10 ist ein schlechtes Ergebnis, eine Punktzaht von 11-20 ein 
durchschnittliches Ergebnis, eine Punktzahl von 21-26 ein gutes Ergebnis. 

Block li (Histoloqische Beurteilung): 

Gewebematerial aus der Mitte der Narbe, aus dem Grenzbereich zwischen Narbe 
und normalem Gewebe und aus normalem Gewebe wurden gemaft bekannter 
histogischer Standardverfahren entnommen. 

Es wurden Gewebeschnitte hergestellt, die mit Hamatoxylin/Eosin fur die 
Lichtmikroskopie gefarbt wurden. Weiterhin wurden Gewebeschnitte durch Gold- 
und/oder Piatin-Bedampfung fur die Elektronenmikroskopie hergestellt. 

Zelldichte im Vergleich zu gesundem Gewebe Punkte: 0-5 

Anzahl der Kollagenfasern (in der elektronen-mikrosko- 

pischen Aufnahme) im Vergleich zu gesundem Gewebe Punkte: 0-5 

Zell-Form im Vergleich zu gesundem Gewebe Punkte: 0-5 

Allgemeiner Eindruck/Gewebe-Organisation: Punkte: 0-7 



Die Schnitte wurden unabhangig voneinander von drei Experten untersucht. Eine 
Punktzahl von 1-8 ist ein schlechtes Ergebnis, eine Punktzahl von 9-15 ist ein 
durchschnittliches Ergebnis und eine Punktzahl von 16-25 ist ein gutes Ergebnis. 

Block III (Phvsikalische Untersuchunq) 

Die Starke der Narbe wurde mit der Starke des normalen Gewebes unter Ver- 
wendung der Materialtest-Maschine gemafS dem von Roeddecker et al. beschrie- 
benen Verfahren (Roeddecker et al., Theor. Surg. 8 (1993), 136-142) verglichen. 

Das Punktesystem war wie nachstehend ausgefuhrt: 
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Reififestigkeit vergieichbar mit normalem Gewebe (± 10 %): 



Punkte: 10 



70-90 % der Reiftfestigkeit von normalem Gewebe 
50-69 % der ReiGfestigkeit von normalem Gewebe 
30-49 % der Reififestigkeit von normalem Gewebe 
10-29 % der Reilifestigkeit von normalem Gewebe 



Punkte: 



7 



Punkte: 



5 



Punkte: 



3 



Punkte: 



2 



ungefahr 5-9 % der ReifJfestigkeit von normalem Gewebe Punkte: 1 
weniger als 5 % der Reiftfestigkeit von normalem Gewebe Punkte: 0 

Eine Punktzahl von 7-10 ist ein sehr gutes Ergebnis, eine Punktzahl von 3-5 ist ein 
durchschnittliches Ergebnis, eine Punktzahl von 1-2 ist ein schlechtes Ergebnis 
und eine Punktzahl von 0 ist ein sehr schlechtes Ergebnis. 

5. Heilung von Meniskusrissen mit REL-enthaltenden Zusammensetzungen 

Die Experimente wurden mit Menisci von Kaninchen gemaft den in Roeddecker et 
al., J. of Surg. Res., 1994, 56, 20-27 und Ishimura et al., J. of Arthr. and Rel. Surg., 
1997, 13 (5), 551-557 beschriebenen Techniken durchgefuhrt und ausgewertet. 
Dazu wurde eine Lasion von 3 mm Lange mit einem Skalpell in Zone II des Me- 
niskus appliziert. In den Rift wurde ein REL-enthaltendes Fibrin/Kollagen-Polymer 
(C/F/REL-M) von ca. 1,5 mm Lange eingefuhrt In den Kontrollexperimenten wurde 
entwederselbsthergestellte Fibrinogenlosung ( vgl. Beispiel2.1 ) mit Thrombin und 
Calciumchlorid (4 mg/ml Fibrinogen; 100 Einheiten Thrombin, 5 mM CaCI 2 ) ver- 
mischt und sofort in die Lasion eingefuhrt Oder die Lasion wurde gar nicht behan- 
delt. Die Heilung wurde nach 12 Wochen beurteilt Das Narbengewebe und das 
umgebende Gewebe wurden standardhistologischen Tests unterworfen und seine 
morphologischen und makroskopischen Eigenschaften beurteilt. 

Sowohl die mechanischen als auch die histologischen Analyseergebnisse der mit 
C/F/REL-behandetten Gruppe zeigten bessere Heilung ( hohere Punktezahl in der 
vorstehenden Beurteilung) der Menisci als beide Kontrollgruppen. Das Polymer 
wurde resorbiert. 
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TABELLE 2 



Punktezahl (Mittelwert) 


Behandlung 
mit C/F/REL-M 


Behandlung mit 
Fibrin-Kleber 


Spontane 
Heilung 


Block 1 
(klinisches Bild) 


21 


15 


10 


Block II 
(histologische Beurteilung) 


23 


13 


12 


Block III 
(physik. Untersuchung) 


5 


3 


2-3 



6. Heilung von Leistenbruchen mit PGA-REL-Membranen 

Die Versuchstiere (Ratten) wurden in drei Gruppen aufgeteilt. 1 ,5 x 1 ,5 cm Stan- 
dardschnitte wurden in die Bauchleiste der Tiere eingefuhrt und ein Polyglucon- 
saurenetz eingenaht. In der Kontrollgruppe wurde ein Polygluconsaurenetz im- 
plantiert, in der Verum-Gruppe wurden PGA /F/REL-M und PGA/C/F/REL-M-Poly- 
mere verwendet. Nach 3 und 12 Wochen wurde das Ergebnis der Wundheilung 
bewertet, wobei die Hauptkriterien das makroskopische Bild der Wunde, die ex 
vivo mechanische Narbenstarke (RIB der Narbe unter Druck) und die histologische 
Bewertung (z.B. Kollagenanordnung, Fibroblastenanzahl) waren. Das Narben- 
gewebe und umgebendes Gewebe wurde unter Verwendung der vorstehend aus- 
gefuhrten standardhistologischen Techniken getestet und die morphoiogischen 
und makroskopischen Eigenschaften gemafJ den vorstehenden Kriterien bewertet. 
Die Ergebnisse dieser Versuche demonstrieren signifikant hohere Resistenz der 
Narbe gegen ex vivo Leistenbruch in beiden Verum-Gruppen im Vergleich zu der 
Kontrollgruppe. Interessanterweise zeigte die histologische Analyse, daft Ver- 
suchstiere der Verum-Gruppen eine hohere Dichte an Fibroblasten und Kollagen- 
fasern und eine definiertere, teilweise mit der Situation des gesunden Gewebes 
vergleichbare Anordnung der Fasern aufweisen. 
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TABELLE 3 



Punktezahl (Mittelwert) 


Behandlung mit 
PGA/C/F-REL-M 


Behandlung 
mit PGA-REL 


Behandlung 
mit PGA-Netz 


Block 1 
(Klinisches Bild) 


20 


17 


15 


Block II 
(Histologische Beurteilung) 


24 


20 


12 


Block III 
(Physik. Untersuchung) 


7 


3-5 


2-3 



7. Knorpelheilung mit REL-enthaltenden Zusammensetzungen 

Der Effekt von REL enthaltenden Polymeren auf die Heilung von Knorpelgewebe 
wurde in Kaninchenmodellen untersucht. Dem Knorpel im Kniegelenk (Femur- 
knochen) wurde ein Defekt zugefugt und in die so entstandene Wunde wurde ein 
REL-enthaltendes Polymer implantiert (C/F-REL-S) und das Knorpelgewebe bis zu 
20 Wochen nach der Operation beobachtet. Das Narbengewebe und umgebende 
Gewebe wurde in den vorstehend ausgefuhrten histologischen Standardverfahren 
getestet und in Hinblick auf morphologische und makroskopische Eigenschaften 
bewertet. Die Analyse dieser Ergebnisse zeigte einen signifikant besseren Hei- 
lungsverlauf in der Gruppe, die mit einem REL-enthaltenden Polymer behandelt 
wurde. 



TABELLE 4 



Punktezahl (Mittelwert) 


Behandlung 
mit C/F-REL-S 


Behandlung mit 
Fibrin-Kleber 


Spontane 
Heilung 


Block I 
(Klinisches Bild) 


15 


8 


3 


Block II 
(Histologische Beurteilung) 


16 


8 


4 
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PATENTANSPRUCHE 

Zusammensetzung, umfassend mindestens einen thrombozytaren Wachstumsfak- 
tor, Fibrin und/oder eine Vorstufe davon, vorzugsweise Fibrinogen, und mindestens 
ein weiteres Polymer und/oder eine Vorstufe davon. 

Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR, der throm- 
bozytare Wachstumsfaktor reversibel an Fibrin und/oder Fibrinogen und das weitere 
Polymer und/oder die Vorstufe davon gebunden ist. 

Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder2, dadurch gekennzeichnet, daR. das 
Fibrin und/oder Fibrinogen und das weitere Polymer und/oder die Vorstufe davon 
eine Matrix ausbilden. 

Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daO. die Matrix 
Schwamm-, Clot-, Granulat-, Stab-, Film- und/oder Membran-Form hat. 

Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dad der thrombozytare Wachstumsfaktor humanen Ursprungs ist. 

Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafc der thrombozytare Wachstumsfaktor tierischen Ursprungs ist. 

Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daG> der thrombozytare Wachstumsfaktor ein autologer 
Wachstumsfaktor ist. 

Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dad der thrombozytare Wachstumsfaktor ein rekombinanter 
Wachstumsfaktor ist. 
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9. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafl der thrombozytare Wachstumsfaktor ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, umfassend PDGF (von Piattchen stammender Wachstumsfaktor), TGF-a 
(transformierender Wachstumsfaktor a), TGF-fJ (transformierender Wachstumsfak- 
tor B), PF-4 (Plattchenfaktor-4), G>-TG (R-Thromboglobin), PD-ECGF (von Piattchen 
stammender, endothelial Zellwachstumsfaktor), aFGF (saurer Fibroblasten 
Wachstumsfaktor), bFGF (basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor), IGF (insulin- 
ahnlicher Wachstumsfaktor), EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor), KGF 
(Keratinozyten Wachstumsfaktor), SPARK, RANTES, Gro-alpha und/oderein ent- 
sprechendes Vorlaufermoiekul. 

10. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie eine Mischung mehrerer thrombozytarer Wachstumsfak- 
toren umfaBt. 

11. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daft der thrombozytare Wachstumsfaktor im Bereich von 10 bis 
500 pg pro 100 mg Trockenmasse des Endproduktes liegt. 

12. Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dad die 
Mischung mehrerer thrombozytarer Wachstumsfaktoren REL (aus Blutplattchen 
freigesetzte Mischung an Wachstumsfaktoren) ist. 

13. Zusammensetzung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dad REL 
erhaltlich ist durch Degranulierung von Granula von Blutplattchen. 

14. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Mischung der thrombozytaren Wachstumsfaktoren 1 bis 
500 ng PDGF/ml REL, 1 bis 1000 ng TGF-B/ml REL, 1 bis 400 ^g PF-4/ml REL, 1 
bis 400 ng B-TG/ml REL, 1 bis 2000 ng bFGF/ml REL und 1 bis 500 ng PD- 
ECGF/ml REL umfaBt. 
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15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Mischung der thrombozytaren Wachstumsfaktoren 5 bis 100 ng PDGF/ml REL , 5 
bis 200 ng TGF-ft/ml REL, 10 bis 80 ^g PF-4/ml REL, 10 bis 80 ng ft-TG/ml REL, 
10 bis 400 ng bFGF/ml REL und 5 bis 200 ng PD-ECGF/ml REL umfaftt. 

16. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Zusammensetzung Fibrinogen umfalit. 

17. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Fibrinogen autoioges Fibrinogen ist. 

18. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Fibrinogen im Bereich von 0,1 bis 99 mg pro 100 mg 
Trockenmasse des Endproduktes iiegt. 

19. Zusammensetzung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft das Fibrino- 
gen im Bereich von 20 bis 50 mg pro 100 mg Trockenmasse des Endproduktes 
Iiegt. 

20. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daft das weitere Polymer ein anderes Biopolymer als Fibrin Oder 
seine nicht-polymere Vorstufe ist. 

21. Zusammensetzung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daft das Bio- 
polymer ausgewahlt ist aus Kollagen, Polyhyaluronsaure, Polyglykolsaure und 
Polylactatsaure. 

22. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, daft das weitere Polymer und/oder seine Vorstufe im Bereich von 
1 bis 99 mg pro 100 mg Trockenmasse des Endproduktes Iiegt. 
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23. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, daft sie weiterhin einen Katalysator umfaftt, der die Polymerisa- 
tion von Fibrinogen katalysiert. 

24. Zusammensetzung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daft der Kata- 
lysator Thrombin, Calciumionen und/oder Gerinnungsfaktor XIII ist. 

25. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Zusammensetzung weiterhin einen Faktor zum Unter- 
stutzen von Gewebeheilungsprozessen umfaftt. 

26. Zusammensetzung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft der Faktor 
zum Unterstutzen von Gewebeheilungsprozessen Fibronektin, Thrombospondin, 
Albumin und/oder Heparin ist. 

27. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 26 als ArzneimitteL 

28. Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 26 als Kos- 
metikum. 

29. Verfahren zum Herstellen einer Zusammensetzung nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daft mindestens ein thrombozytarer 
Wachstumsfaktor mit Fibrin und/oder einer Vorstufe davon, vorzugsweise Fibrino- 
gen, und mindestens einem weiteren Polymer oder der Vorstufe davon gemischt 
wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daft das Polymerisieren 
der Vorstufe in vivo stattfindet. 

31 . Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, daft der throm- 
bozytare Wachstumsfaktor vor Oder wahrend der Polymerisation mit den Vorstufen 
oder nach erfolgter Polymerisation mit den Polymeren in Kontakt gebracht wird. 
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32. Verwendung einer Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
28 zur Behandlung von Schaden in Geweben mit geringer Regenerationsfahigkeit 
und/oder geringer Durchblutung. 

33. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 32 zur Behandlung von 
Schaden des Knorpels. 

34. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 33 zur Behandlung von 
Schaden des elastischen Knorpels, hyalinen Knorpels Oder Faser-Knorpels des 
Meniskus. 

35. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 32 zur Behandlung von 
Schaden des Fasziengewebes. 

36. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 35 zur Behandlung von 
Schaden des Fasziengewebes der Leiste. 

37. Verwendung einer Zusammensetzung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
28 zur Behandlung von akuten und/oder chronischen Schaden in Haut- und/oder 
Weichgeweben. 

38. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 37 zur Behandlung von 
Schaden mit folgender Genese: Diabetes, chronisch venose Insuffizienz, arterielle 
VerschlufJkrankheit, Dekubitus, Suppression des Immunsystems und/oder Lapa- 
rotomie. 
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FIG. 1 




Meniskusrifc, Lokalisationen: 

1: Vorderhorn; 2: Hinterhorn; 3: Langs- 

richtung (,,Eimerhenkelri£"). 



